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RESUMEN

Pleurotus sp es un género de hongos superiores, ampliamente distribuido a nivel mundial e
incluye especies comestibles-medicinales de importancia econdmica. Dentro de este género se
encuentra la especie Pleurotus ostreatus, la cual presenta diferentes propiedades bioldgicas
con alto potencial para el tratamiento de enfermedades crénicas no trasmisibles que en la
actualidad constituyen un serio problema de salud. En el presente trabajo se realiza la
evaluacién de la interaccién entre los fenoles reportados para la especie Pleurotus ostreatus
con proteinas del balance redox. A través de un docking molecular, con el programa Autodock y
la base de datos de proteinas (PDB), se utilizaron trece fenoles y tres proteinas del balance
redox (NFkB, NADPH —oxidasa y la COX-2), para visualizar el grado de afinidad entre estos y
predecir sus mejores acoplamientos. Los resultaron mostraron valores adecuados de AG, Ki con
las interacciones para la quercetina y catequina.
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ABSTRACT

Pleurotus sp is a genus of superior fungi, widely distributed worldwide and includes edible-
medicinal species of economic importance. Within this genus is the species Pleurotus ostreatus,



which has different biological properties with high potential for the treatment of non-
trasmisible chronic diseases that currently constitute a serious health problem. In the present
work, the interaction between the phenols reported for the Pleurotus ostreatus species with
redox balance proteins is evaluated. Through a molecular docking, with the Autodock program
and the protein database (PDB), thirteen phenols and three redox balance proteins (NFkB,
NADPH -oxidase and COX-2) were used to visualize the degree of affinity between these and
predict their best links. The results showed adequate values of AG, Ki with the interactions for
qguercetin and catechin.
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Introduccion

En las ultimas décadas, el empleo de hongos superiores con propiedades terapéuticas, ha sido
de interés por parte de la comunidad cientifica a nivel mundial. Esto se debe a que los mismos
presentan propiedades nutricionales y medicinales con potencialidades en la industria médico-
farmacéutica, biotecnolégica y alimentaria.

En cuanto a la composicion micoquimica, las setas comestibles son ricas en vitaminas, como,
tiamina, riboflavinas, niacina, biotina, acido ascérbico; presentan lipidos (mono, di vy
triglicéridos, esteroles y fosfolipidos; proteinas y glicoproteinas; fibra dietética vy

polisacéridos.(l)

Diversos estudios muestran que los hongos comestibles medicinales, poseen varias
propiedades bioactivas, principalmente como antioxidante, antinflamatorio, anticancerigeno,
inmunomodulador, antimicrobiano, hepatoprotector vy antidiabético.’” En este sentido, los
mismos son considerados como alimentos funcionales y pueden ser consumidos para prevenir y

tratar muchas enfermedades croénicas, como el cancer, diabetes mellitus y desérdenes

neurodegenerativos.”

Dichas propiedades se deben a que los hongos comestibles medicinales, pueden producir

abundantes metabolitos funcionales, como polisacéridos, terpenos, esteroides y compuestos

(4)

fendlicos ", con importantes beneficios para la salud, por lo que constituyen una fuente

promisoria para el descubrimiento de nuevos compuestos de interés farmacolégico.(S)



De manera general, los compuestos de hongos comestibles medicinales, actian sinérgicamente
con los receptores de las membranas celulares para activar diversos eventos de sefalizaciéon

©® por otro lado, los

gue conducen a una alta eficiencia y especificidad farmacolégica.
metabolitos bioactivos de hongos comestibles medicinales se pueden obtener de diferentes
fuentes, ya sea en estado silvestre o cultivados comercialmente, a partir de cuerpos fructiferos
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o de la biomasa micelial.!”"®

Uno de los compuestos que en la actualidad resultan mas atractivos para el tratamiento de
diferentes patologias relacionadas con el estrés oxidativo, son los fenoles. Los mismos son
compuestos aromaticos con uno o mas anillos a los que se une directamente uno o mas grupos
hidroxilos. Ellos presentan un largo numero de subclases, entre las cuales se encuentran
flavonoides, acidos fendlicos, incluyendo acidos hidrobenzoico e hydroxicinamico, lignanos,
taninos, polifenoles oxidados, entre otros, desplegando una gran diversidad de estructuras y

funciones.®%

Los fenoles, ademas de sus acciones protectoras en los sistemas bioldgicos, muestran actividad
antioxidante, pudiendo interactuar con diferentes proteinas involucradas en la cascada redox.

En particular los compuestos fendlicos provenientes de hongos comestibles medicinales,

muestran excelente capacidad antioxidante.?

Resulta importante evaluar las interacciones de los fenoles con los centros activos de
determinadas proteinas involucradas en procesos bioldgicos de interés farmacoldgico, a través
de enfoques que permitan ahorrar tiempo y recursos materiales, con resultados efectivos y
seguros.

Para ello, se presenta el docking molecular, el que es utilizado frecuentemente para predecir la
orientacién de los enlaces de farmacos o sustancias candidatas con sus proteinas blancos, en
aras de pronosticar la afinidad y actividad de la pequefia molécula. De ahi que el docking
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molecular juegue un rol importante en el disefio de farmacos.™

Dentro del grupo de setas comestibles- medicinales, figura el género Pleurotus sp. con alto
valor nutricional y propiedades terapéuticas, ademds de presentar aplicaciones biotecnoldgicas
y ambientales.

Al respecto, el Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI), de la Universidad de
Oriente ha desarrollado estudios in vitro e in vivo sobre la actividad inmunomoduladora y
antitumoral de la especie Pleurotus ostreatus, sin embargo, no se han confirmado aun las
estructuras quimicas de los compuestos presentes en esta seta, ni se han completado los
estudios de su potencial actividad bioldgica.

Diversos autores refieren que Pleurotus ostreatus, presenta diversidad de compuestos
fendlicos, los cuales varian teniendo cuenta los factores ambientales de sus condiciones de



. 1 ISt s s .
cultivo.™® Dentro de los compuestos fendlicos mas destacados se encuentran, el acido p-
cumdrico, acido felurico, acido gdlico, acido gentisico, acido p- hidroxibenzoico, acido

homogentisico, mirecitina y acido protocatecuico.(lg)

. . . . ;. , 14 s .
Otros autores, sin embargo, reportan para dicha especie, la presencia de &cido cafeico *¥; acido

. 1 ‘. s 1
cmamlco( S)V acido VanllICO.( ©)

En general se plantea que los principales compuestos fendlicos encontrados en hongos son los
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acidos fendlicos.!*”

En la actualidad, en nuestro grupo de investigacion se necesitan evidencias experimentales que
fundamenten, la potencial actividad antioxidante de esta seta. Es conocido la presencia de
compuestos fendlicos en Pleurotus ostreatus, por lo que estos compuestos podrian interactuar
directamente con proteinas del balance redox como: NFKB, NADPH-oxidasa y COX-2.

Tomando en consideracidon estos elementos, el objetivo del presente trabajo es realizar un
estudio in silico a través de un docking molecular, sobre el potencial antioxidante de
compuestos fendlicos de Pleurotus ostreatus con proteinas del balance redox.

Materiales y métodos

Recursos computacionales

Los calculos fueron realizados basados en los recursos computacionales del Cluster del
Departamento de Quimica de la Facultad de Ciencias Naturales y Exactas. Se utilizd el sistema
operativo Linux distribucion Debian 7.0.

Modelacion molecular de proteinas y ligandos para el acoplamiento molecular

Para la representacion de las estructuras de los fenoles (Figura 1), se empleé el programa Chem
Draw Professional 15.0.%® El programa Chem3D 15.0 (19), permitido la optimizacién de la
geometria de los mismos, utilizando el método de mecanica molecular MM2 y MMFF94 (en
inglés Merck Molecular Force Field).

Por su parte, para la modelacién molecular de las proteinas se obtuvieron sus estructuras
tridimensionales en formato .pdb (figura 2), provenientes de la Base de Datos de Proteinas (en
inglés Protein Data Bank), la cual es de acceso gratuito.(zo) El programa UCSF Chimera version
1.10.227 %22 se utilizé para identificar todos los residuos que no pertenecian a las proteinas y
podian interferir con sus centros activos.

El estudio de acoplamiento molecular se llevd a cabo a través de los programas AutoDock 4.2 y
AutoDockTools 1.5.6, los cuales son de libre y gratuito acceso. La visualizacion de las



interacciones hidrofdbicas y por puente de hidrégeno de los complejos, se efectud por el
programa Ligplot (23) (figuras 3, 4, 5).
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Fig. 1. Estructura molecular de los fenoles en estudio
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Fig. 2. Proteinas objeto de estudio con su estructura 3D

Las proteinas seleccionadas participan en algunos de los mecanismos generadores de especies
reactivas de oxigeno o desencadenando procesos que tienen relacidon directa con el
funcionamiento del balance redox.

La proteina NFKB es un complejo proteico, denominado factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras Kappa de las células B activadas, el cual controla la transcripcion del ADN. Esta
proteina estd implicada en la respuesta celular frente a estimulos como el estrés; su regulacién
defectuosa se relaciona con el cdncer, enfermedades inflamatorias y autoinmunes. Presenta un
principal inhibidor a nivel de citoplasma, denominado IKBa.

La ciclooxigenasa 2 o COX-2 es una proteina de membrana periférica, situada en la membrana
de microsomas y reticulo endoplasmatico. Participa en la sintesis de los prostanoides. En los
humanos se expresa en un numero limitado de tipos celulares y se regula por estimulos
especificos. Dicha proteina es inducible a determinadas citocinas proinflamatorias, promotores
tumorales o factores de crecimiento.

La NADPH-oxidasa esta constituida por un complejo enzimdtico multiproteico de cinco
subunidades, distribuidas en el citoplasma, las membranas citoplasmaticas y las vesiculas
fagociticas. La activacién de la misma se caracteriza por un aumento en el consumo de oxigeno
molecular y tiene como objetivo la liberacion del radical anion superdxido dentro de la vacuola
fagocitica o al medio extracelular.



Preparacion del centro Grid y Acoplamiento molecular

El programa AutoDock requiere de la realizacién de un pre-calculo de los mapas grid para cada
tipo de elemento presente en la macromolécula, ubicando el ligando alrededor de la regién de
interés (sitio activo) en la macromolécula. En la tabla 1 se muestran las coordenadas y tamafio
de la caja grid del sitio activo para las proteinas de estudio.

Tabla 1- Coordenadas y tamafio de la caja grid para las proteinas de estudio

Coordenadas Tamafio
Proteinas Espaciado
X Y z (puntos)
1IKN (CYS215) 33,414 34,35 21,325 0,375 60 x 60 x 60
1IKN (THR247) 43,871 31,76 22,269 0,375 60 x 60 x 60
IOV3(TRP193) 56,003 46,427 29,035 0,375 60 x 60 x 60
5IKR(SER530) 37,47 8,659 62,383 0,375 60 x 60 x 60

El Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA) fue utilizado para explorar el mejor espacio
conformacional para el ligando, con 50 corridas para cada uno de los acoplamientos.

Resultados y discusion

Anadlisis del acoplamiento molecular de los fenoles con las proteinas de estudio

Los compuestos fendlicos son antioxidantes, lo cual les permite actuar como agentes
reductores, donadores de hidrégeno, captadores de radicales libres y quelantes del oxigeno

singlete.m)

En el presente trabajo se evalud la proteina NFKB, frente a los trece fenoles seleccionados. En la
tabla 2, aparecen los valores de las energias libres de unién (AG en kcal/mol) y los valores de la
constante de inhibicién (Ki en uM) del complejo proteina- fenol. EI Complejo /kBa/NF-kB
presenta dos sitios activos (1IKN Cisteina 215 y 1IKN THR247).

Tabla 2- Resultados del acoplamiento molecular entre los fenoles y el Complejo IkBa/NF-kB

1IKN (CYS215) 1IKN (THR247)
Ligando AG Ki AG Ki

(Kcal/mol) | (uM) (Kcal/mol) | (uM)
Acido cafeico -5,30 131,29 | -5,72 64,33
Acido p-coumérico -5,34 121,84 | -5,58 81,48
Acido ferulico -5,44 103,69 | -5,83 53,62
Quercetina -6,68 12,62 -5,96 43,13




Catequina -6,02 38,93 -6,27 25,38
Acido cindmico -5,04 203,37 | -5,42 106,14
Acido galico -4,47 530,21 | -5,29 133,28
Acido homogentisico -5,25 141,5 -5,13 173,53
Acido p-hidroxibenzoico | -4,66 385,89 | -5,18 159,16
Acido protocatectico -4,78 311,84 | -5,64 74,00
Acido clorogénico -5,57 82,53 -5,86 50,98
Acido gentisico -4,56 456,47 | -4,81 297,51
Naringina -6,76 11,13 -5,34 120,92

En la tabla 2, se observa como los fenoles presentan una selectividad moderada frente al
Complejo IkBa/NF-kB, atendiendo a que los valores de las energias de uniéon y de las constantes
de inhibicion calculadas estdn en los rangos medios. Los valores mas adecuados de las
interacciones de los fenoles con la proteina, muestran una mayor afinidad por el sitio activo
1IKN Cisteina 215, con un rango de energia de union entre -4,47 y -6,76 kcal/mol y una
constante de inhibicidn en el rango entre 11,13 y 530,21 uM, no siendo asi para el caso del1lKN
Treonina 247, donde el rango de energia de union esta entre -5,34 y -6,27 kcal/mol y el de la
constante de inhibicion entre 25,38 y 297,51 uM. La naringina es la que presenta mayor
selectividad frente al sitio activo 1IKN Cisteina 215, mientras que la quercetina y catequina
poseen una buena selectividad en ambos sitos activos.

Algunos autores como (24 demostraron gue diferentes extractos de hongos ejercen sus efectos
en la ruta de activacion del NFKB, mediante tres mecanismos: por inhibicidon de la fosforilacion
del IKBa, por inhibicion de la degradacion del IKBa o por ambos.

(25)

Otros autores '/, mostraron que tres compuestos derivados de la seta Phellinus baumii

inhibieron la fosforilaciéon de Ikk a y IKBa.

De manera general los polifenoles pueden modular la actividad de la NFkB, mostrando efectos

26
neuroprotectores.'®

En este caso, las sustancias de bajo peso molecular de origen fungico, pueden penetrar la
membrana celular e interferir en particular, en rutas celulares relacionadas con procesos como
inflamacidn, carcinogénesis, diferenciacion y supervivencia celular, metastasis, etc. Los hongos
medicinales se han establecido como una nueva y promisoria fuente de terapéuticos naturales
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gue pueden ser aplicados en el tratamiento de diferentes enfermedades, incluido el cancer.””

Otra de las proteinas de interés en esta investigacidon es la NADPH-oxidasa. En el estudio, los
fenoles evaluados con la proteina NADPH-oxidasa tienen una fortaleza de unién de débil a
moderada, con un rango de energia de unidon entre -3,73 y -6,31 kcal/mol y una constante de
inhibicion entre 1,19y 674,38 uM (tabla 3).



Tabla 3- Resultados del acoplamiento molecular entre los fenoles y el Complejo NADPH-oxidasa

IOV3(TRP193)
Ligando AG Ki

(Kcal/mol) (nMm)
Acido cafeico -5,09 185,48
Acido p-coumarico -4,58 437,01
Acido ferdlico -4,98 222,59
Quercetina -6,31 23,52
Catequina -6,15 30,83
Acido cindmico -4,64 399,42
Acido galico -3,99 1,19
Acido homogentisico -4,61 415,49
Acido p-hidroxibenzoico -3,73 1,85
Acido protocatecuico -4,31 694,57
Acido clorogénico -5,01 213,69
Acido gentisico -4,33 674,38
Naringina -5,32 125,86

La quercetina y catequina, mostraron mayor selectividad frente a IOV3 Triptéfano 193.

Es conocido que uno de los mecanismos a través de los cuales los flavonoides ejercen su accién
antioxidante es a través de la inhibicién de actividades de las oxidasas, tal es el caso de la
guercetina con la NADPH oxidasa, evitando la generacién de especies reactivas de oxigeno
(EROs) in vivo y la accién sobre enzimas que estan involucradas indirectamente en los procesos

oxidativos.?®

Para el caso de la proteina COX-2, los resultados refieren una mejor afinidad entre los fenoles y
la proteina. En este sentido, los fenoles mantienen su fortaleza de unién de débil a moderada,
con un rango de energia de union entre -1,34 y -6,99 kcal/mol y una constante de inhibicion
entre 7,47 y 155,72 uM (tabla 4).

En estudios de acoplamiento molecular realizados por (29)

, se utilizaron diferentes compuestos
de bajo peso molecular de hongos comestibles frente a seis proteinas relacionadas con
procesos de inflamacién, entre las que se encontraba la COX-2. Los resultados fueron
adecuados para el caso del acido iludacético derivado de Omphalotus olearius. El acido
iludacético interactud con la proteina COX-2 en un enlace de por puente de hidrégeno en el
residuo Ser 530, con un valor de AG de -8,42 Kcal/mol. En el presente estudio los fenoles que
mostraron mayor selectividad frente a 5IKRSerina 530 de la proteina COX-2, fueron la

guercetina, catequina y acido cinamico.

La proteina COX-2 se ve incrementada en ciertos tipos de tumores sélidos como cdncer gastrico

pancratico y esofagal. Al respecto, los flavonoides han mostrado actividad antiproliferativa y
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anticarcinogénica, asi como efecto quimiopreventivo.®



En experimentos in vitro se ha confirmado el papel protector de la quercetina, la cual ejerce

. R , , 1 .z
efectos de inhibicidn frente a células cancerigenas en humanos: en colon (51) y region

gastrointestinal.(gz)

En otros estudios, por ejemplo, se ha demostrado como la quercetina puede inhibir la enzima

aromatasa que esta relacionada con el cancer de cuello uterino.®®

Tabla 4- Resultados del acoplamiento molecular entre los fenoles y la Proteina COX-2

5IKR(SER530)
Ligando AG Ki

(Kcal/mol) (nMm)
Acido cafeico -5,97 42,34
Acido p-coumdrico -6,07 35,33
Acido ferulico -6,20 28,54
Quercetina -6,99 7,47
Catequina -6,31 23,56
Acido cindmico -6,42 19,65
Acido galico -5,19 155,72
Acido homogentisico -5,72 63,94
Acido p-hidroxibenzoico -5,40 110,87
Acido protocatectico -5,60 78,74
Acido clorogénico -6,05 36,64
Acido gentisico -5,82 54,47
Naringina -1,34 104,83

Analisis de las interacciones de las proteinas estudiadas con
los mejores ligandos

Al analizar la proteina 1IKN - Complejo IkBa/NF-kB,se observan valores semejantes de energia y
constante de inhibicién entre la quercetina y naringina, debido a que las interacciones por
puentes de hidrogeno son muy similares. El ligando naringina presenta cinco interacciones
por puente de hidrégeno y doce interacciones hidrofdbicas, lo cual justifica que presente valores
adecuados de Ki de los tres fenoles seleccionados (tabla 5).

Tabla 5- Interacciones del Complejo IkBa/NF-kB con los mejores ligandos

Complejo IkBa/NF-kB

AG Ki
Ligandos PDBID Interacciones (Cys215
& (kcal/mol) | (uM) (Cy )

GLU265; ASN200; ARG201; GLU211; ARG253
ILE266;ARG255;ASP254;ASP210
Catequina 1IKN -6,02 38,93 PRO344; THR256; SER326; LEU346; THR179

Quercetina | 1IKN -6,68 12,62




PRO214;LYS343;PHE345;ASN180;TYR181

THR256; LYS343; PRO342; THR179;GLN212

Naringina 1IKN -6,76 11,13 GLY183;ASN180;LEU346;SER326;ASN182;
TYR181;ALA257;PRO214;PRO344;TRY248; GLU213;ALA211

Con respecto a la proteina IOV3 - Complejo NADPH-oxidasa, los valores de energia y constante
de inhibicidn entre la quercetina y catequina resultaron semejantes, sin embargo, el ligando
catequina presenta seis interacciones por puente de hidrégeno, con una menor energia de
union. La quercetina presenta mayor nimero de grupos funcionales, con puentes de hidrégenos
mas cercanos al sitio activo de la proteina. Esto provoca una mayor fortaleza en la unidn entre el
ligando y la proteina (tabla 6).

Tabla 6- Interacciones del Complejo NADH-oxidasa con los mejores ligandos

Complejo NADPH-oxidasa

AG Ki
Ligandos PDBID Interacciones
& (keal/mol) | (uM)

SER208; GLY192; SER191; TYR279
PHE209;PRO206;ASP261;TRP263;PRO276; MET278
ASP261;TRP263;GLY262;SER277;MET278; TRP193
PHE209;PRO206;GLY192;SER208;PRO276; SER191

Quercetina 10V3 -6,31 23,52

Catequina 10V3 -6,15 30,83

Y A )
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Fig. 3. Principales interacciones 2D y 3D entre el Complejo IkBa/NF-kB y los fenoles:
I. A. Quercetina, B. Catequina, C. Naringina



Fig. 4. Principales interacciones 2D y 3D entre el Complejo NADH-oxidasa
y los fenoles: A. Quercetina, B. Catequina

En el caso de la proteina 5IKR - Proteina COX-2, se obtuvieron los valores semejantes de energia
y constante de inhibicion entre la quercetina y catequina. Al respecto, la quercetina muestra
cuatro interacciones por puente de hidrégeno, la misma cantidad que el ligando quercetina, sin
embargo, los puentes de hidrégeno que forma la quercetina se encuentran mas cerca del sitio
activo de la proteina, lo que provoca una mayor fortaleza en la union (tabla 7).

Tabla 7- Interacciones de la Proteina COX-2 con los mejores ligandos

ProteinaCOX-2

AG Ki
Ligandos PDBID Interacciones
& (keal/mol) | (uM)

MET522; TYR385; SER530; TYR355
Quercetina 5IKR -6,99 7,47 LEU384;GLY526;ALA527;ARG120;VAL116;
LEU531;VAL349;TRP387

TYR385; VAL349; SER530; TYR355

Catequina S5IKR | -6,31 23,56 | TRP387;PHE381;MET522;VAL523;SER533; ARG120;
VAL116;LEUS31;ALA527;LEU352

- GLN374

Acido S5IKR | -6,42 19,65 | ASN375;PRO128;SER126;THR149;ASP125; ARG150;

Ccinamico

ALA151;ALA378;PHES29;ILE124; LYS 532
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Fig. 5. Principales interacciones 2D y 3D entre 5IKR COX-2 y los fenoles: A. Quercetina,
B. Catequina, C. Acido cindmico

Algunos de los mecanismos celulares involucrados en la produccién de estrés oxidativo,
incluyen respuesta inflamatoria, generaciéon de radicales libres a partir de mitocondrias vy
actividades prooxidantes de compuestos téxicos.

En este sentido, las sustancias de bajo peso molecular de origen fungico, pueden penetrar la
membrana celular e interferir en particular, en rutas celulares relacionadas con procesos como
inflamacidn, carcinogénesis, diferenciacién y supervivencia celular, metastasis, entre otros. Los
hongos comestibles medicinales se han establecido como una nueva y promisoria fuente de
terapéuticos naturales que pueden ser aplicados en el tratamiento de diferentes
enfermedades, consideradas como crénicas no trasmisibles y cuya base se sustenta por
desbalances en los mecanismos que regulan el equilibrio redox en el organismo.

Conclusiones

Las magnitudes quimico- fisicas evaluadas en el complejo fenol-proteina, permitieron
establecer que las interacciones estuvieron en el rango de aceptable a moderada, con valores
de AG y Ki de -6 kcal/mol y 10°M respectivamente.



Dentro de las interacciones evaluadas, dos de los ligandos, quercetina y catequina, mostraron
resultados promisorios, con una energia de unién y una constante de inhibicién aceptable.
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